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Ad  adenovirus 
AIDS  acquired immunodeficiency syndeome 
APS  ammonium peroxodisulfate 
BMV  brome mosaic virus 
BPB  bromophenol blue 
CHX  cycloheximide 
CIAP  calf intestine alkaline phosphatase 
CPE   cytopathic effect 
CRM1  chromosomal maintenance 1 
cRNA   complementary RNA 
CypH  cyclophilin H 
FBS  fetal bovine serum 
HA   hemagglutinin 
hPrp18  human Prp18 
IPTG  isopropyl -D-1-thilgaoactopyranoside 
LB  Luria-Bertani （Lysogeny） broth  
MCM  minichromosome maintenance 
M1   matrix protein 1 
M2   matrix protein 2 
MOI  multiplicity of infection 
mRNA  messenger RNA 
NLS  nuclear localization signal 
NA   neuraminidase 
NP   nucleoprotein 
NS1   nonstructural protein 1 
NS2   nonstructural protein 2 
ORF  open reading frame 
PA   polymerase acidic protein 
PB1   polymerase basic protein 1 
PB2   polymerase basic protein 2 
PKR  protein kinase R 
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RNP   ribonucleoprotein 
rpm   round per minute 
PFU   plaque formation unit 
Pol II   DNA-dependent RNA polymerase II 
SDS  sodium dodecyl sulfate 
snRNP  small nuclear ribonucleoprotein 
SRA  steroid receptor activator RNA 
SRAP  steroid receptor activator protein 
TAE  tris acetate EDTA 
TAF-I  template activating factor I 
TEMED N, N, N’, N’ -tetramethylethylenediamine 
vRNA   viral RNA  
MNase  micrococcal nuclease 











属する。この科に属するウイルスはそのゲノムとして 1 本鎖 RNA（vRNA）を
もち、vRNA は mRNA の鋳型となるマイナス極性である。さらにゲノムが分
節化しており、インフルエンザウイルスは A 型、B 型で 8 本、C 型で 7 本の




である（Figure 1）。外被には 3 量体のヘマグルチニン（HA）と 4量体のノイ
ラミニダーゼ（NA）がスパイク状に突出しており、さらに 4 量体のイオンチ
ャンネル M2 がウイルス粒子膜を貫通して存在する。ウイルス粒子の内側は
M1 によって裏打ちされ、その内部には 8 本のマイナス鎖 1 本鎖 RNA ゲノム
が収納されており(1)、PB1、PB2、PAからなる RNA依存性 RNA ポリメラー
ゼおよびNPがウイルスゲノムに結合して vRNP複合体を形成している(2)。8
種類のウイルスゲノムは 12 種類のウイルスタンパク質をコードしている。第
1、第 2、第 3 分節は、それぞれ PB2、PB1、PAをコードしており、これら 3
種のサブユニットが会合してウイルス RNA ポリメラーゼ複合体を形成してい
る。第 1 分節にコードされている PB2 には、宿主細胞由来のキャップ構造認
識領域が存在する(3, 4)。第 2 分節にコードされている PB1 サブユニットは、
RNAウイルスのRNAポリメラーゼに共通する 4つのモチーフが存在し、RNA
合成の触媒サブユニットとして機能している(5)。PB1のN 末端に PAの C末
端領域が結合し(6)、PB1 の C 末端領域に PB2 の N 末端領域が結合すること
で(7)、ウイルス RNA ポリメラーゼの 3 者複合体は形成されている。また、

























NP のアミノ酸残基 1～20 番目の領域は構造を持たない天然変性領域
（Disordered region）であると推測されている（Figure 2）。この領域には、
vRNPの核内移行に関与する核局在化シグナル（NLS）が存在し(17, 18)、NLS


























 第 7 分節からは M1 および M2 がスプライシングバリアントとして発現す
る。M1 は、脂質二重膜のエンベロープを裏打ちし、膜表面タンパク質の足場
として機能する。また、M1はウイルスゲノムの転写・複製反応を抑制し(27)、




第 8分節は、第 7 分節と同様にスプライシングによってNS1およびNS2が
産生される。これらの因子は、ウイルス粒子ではほとんど検出されない。NS1
には 2 本鎖 RNA 結合ドメインと、エフェクタードメインが存在し、宿主の
PKR活性を阻害することで、宿主生体防御を抑制すると考えられている(30) 。
また、NS2は核外輸送因子である CRM1を子孫 vRNP にリクルートするアダ
プター分子として機能し、vRNPの核外輸送に必須である(31)。 
 インフルエンザウイルスの各 RNA 分節の 5’末端と 3’末端は各分節間で高
度に保存され、半相補的に結合したパンハンドル構造を取り、プロモーターと
して機能する(32)。NP の vRNA への結合は、ウイルス RNA 合成の機能的な
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ップ構造を含む 5’末端 10 数塩基を PA サブユニットが切断し、これをプライ
マーとしてウイルス mRNA が合成される。伸長反応後、鋳型鎖の 5’末端から
15～22塩基内側に存在するU 残基が連続した領域でポリメラーゼが鋳型上を
滑り、ポリ A鎖が付加される(36)。 
 複製反応は 2段階の RNA合成反応によってプライマー非依存的に行われる。
第 1 段階は、vRNA から相補鎖である cRNA を合成する過程であり、第 2 段
階は、cRNA を鋳型にして子孫 vRNA を増幅する過程である。近年、cRNA か







































































および pre-mRNA processing factor 18:Prp18の欠損株において、顕著なウイ
ルス RNA 合成活性の低下が観察された。Tat-SF1 についてはすでに解析が進
められ、ウイルス RNA 合成活性の促進に関与する NPシャペロンとして機能
することが明らかになっている(16)。本研究では、Tat-SF1 と同様に、酵母と








Molecular cloning a laboratory manual Third edition (Joseph Sambrook, 

























 25x PBS（-） 
NaCl   200 g 
KCl   5 g 
Na2HPO4  36 g 
KH2HPO4  6 g 




25x PBS（-）  20 ml 




PBS（-）  40 ml 
5% EDTA  1 ml 
0.25% Trypsin  10 ml 
4ºC保存 
 
 MEM 細胞増殖培地 
 
MEM（日水）   4.7 g 
超純水     up to 500 ml 
3% Glutamine   5 ml 
FBS（Fetal Bovine Serum)  50 ml 




※Glutamine と FBS はオートクレーブで滅菌後添加した。 
 
 DMEM 細胞増殖培地 
DMEM（日水）   4.75 g 
超純水     up to 500 ml 
3% Glutamine   10 ml 
FBS（Fetal Bovine Serum）  50 ml 
adjust the pH to 7～8 
 オートクレーブ後、4ºC保存 
※Glutamine とFBS はオートクレーブで滅菌後添加した。 
 
 MDCK 細胞とHeLa 細胞 
 MEM 増殖培地で培養し、MDCK細胞はおよびHeLa細胞は3日に1回、1/5量
の継代を行った。 
 ここではΦ10 cm ディッシュを用いた継代について説明する。およそ
70~80% confluent な状態に細胞が増殖したものを PBS（-）で洗浄後 1 ml の
Trypsin-EDTA 溶液を添加し、37ºCでMDCKは約 15 分間、HeLa細胞は約
5 分間保温して十分に剥がした。剥がした細胞に 4 ml の MEM 増殖培地を加













 100 lの種ウイルス（103~104  PFU/ml）を、ツベルクリン用注射器（テル
モ）を用いて鶏 10 日卵（神奈川県養鶏経済農業協同組合連合会）に気室から
血管をさけて接種した。針穴をマニキュアでふさぎ、孵卵器で 35.5ºCで 48時
間培養した。4ºC の低温室に一晩おいた後、10 ml のディスポーザブル注射筒
（テルモ）と 18 G注射針（テルモ）を用いて無菌的に漿尿液を回収した。こ





 Maintenance medium 
10x MEM     10 ml 
3% Glutamine     1 ml 
10% BSA     1 ml 
100x MEM vitamin solution（Gibco BRL）  1 ml 
超純水       up to 100 ml 





ス溶液を加えて、37ºC で 1 時間培養した。その後、MEM（-）で細胞を洗浄










 10% BSA 溶液 
BSA fraction V  10 g 
PBS（-）   up to 100 ml 
濾過滅菌後、10 ml ずつ分注し-30ºC保存 
 
 1.6% Agarose 
Agarose（SIGMA）  1.6 g 
超純水    up to 100 ml 
オートクレーブ後、室温保存 
 
 2x Maintenance medium（Φ 3.5 cm dish あたり） 
10x MEM    0.3 ml 
3% Glutamine   0.03 ml 
10% BSA 溶液   0.03 ml 
100x MEM vitamin solution  0.03 ml 
用時調製 
 
 0.25% Trypsin 溶液 
Trypsin    0.125 g 
PBS（-）     up to 50 ml 
濾過滅菌後、100 l ずつ分注して-30ºC保存 
 
 0.5% Amide Black 染色液 
Amide black 10B  1 g 
Acetic acid   20 ml 
Ethanol   90 ml 
超純水    up to 200 ml 
 
 6穴プレートに confluent なMDCK 細胞を準備し、ウイルスの各希釈溶液
を感染させ、あらかじめ電子レンジで溶解して 45ºCに保温した 1.6% Agarose 
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と等量の 2x Maintenance medium、1/2,400量の 0.25% Trypsin溶液を混ぜ
て 3 ml ずつウェルに注いだ。30 分間室温で静置して Agarose を固化し、プ
レートを反転した状態で 37ºC で培養を行った。プラークが確認できたところ
でウェルに固定液（エタノール：酢酸＝1：1）溶液を加え、30分間室温で放置






 PBS (+) 
1x PBS(-) 
0.5 M MgCl2 
1 mM CaCl2 
 
 漿尿液を 15,000 xgで 15分間遠心し、上清にポリエチレングリコール 6,000
を最終濃度 8%（wt/vol）になるように加え、4ºC で 3 時間攪拌した。15,000 
xg で 20 分間遠心した後、沈殿物を PBS （+）に懸濁して 4ºC で一晩攪拌し
た。15,000 xg で 10 分間遠心した上清を回収後、沈殿物に PBS （+)を加え、
loose potterタイプのホモジェナイザーで均一化し、15,000 xgで 10分間遠心
後、上清を回収した。得られた沈殿物に再度、同様の操作を行い、上清を回収
した。これらの操作で得られた上清をまとめ、60%と 30%（wt/vol）ショ糖-PBS 
（+）溶液を 5 mlと 15 mlずつ積載した SW28ローター（Beckman）用遠心
管にこの上清を重層した。25,000 rpm、1.5時間、4ºCのショ糖段階密度勾配
遠心により、60%と 30%の境界面にウイルス粒子が回収され、そのウイルス粒
子を PBS （+）で 5~10 倍希釈し、SW28 ローターを用いて、25,000 rpm、
1.5時間、4ºC で再度、遠心分離した。得られた沈殿物を保存用緩衝液（10 mM 







 インフルエンザウイルスRNP 複合体（vRNP）精製法 
試薬 
 2x Solubilization buffer 
200 mM Tris-HCl（pH 7.9） 
300 mM NaCl 
10 mM MgCl2 
  2% Triton X-100 
  2% （wt/vol） Lysolecithin 
  10 mM DTT 
  10% Glycerol 
 
 300 lの精製ウイルス粒子を等量の 2x Solubilization buffer と混合して、
30ºC、10分間静置した。SW55Tiロータ （ーBeckman）用の遠心管に 30 - 60%
（vol/vol）グリセロールを含む直線密度勾配（100 mM Tris-HCl  [pH 7.9]、
150 mM NaCl、1 mM DTT）を作製し、可溶化した精製ウイルス粒子を重層
した。45,000 rpm、5時間、4ºC で遠心分離後、450 lずつ分画し、SDS-PAGE






 pCAGGS-P7-human Prp18 （hPrp18）-Myc 
HeLa 細胞から抽出した Total RNA より、Oligo dT プライマーを用いて逆
転写反応を行い、cDNA ライブラリーを得た。この cDNA ライブラリーを元
に、hPrp18 for3 および hPrp18 rev2 をプライマーとし、hPrp18 の DNA 断
片を PCR により増幅した。hPrp18 の cDNA 断片を鋳型として、さらに T4 
polynucleotide kinase （TOYOBO)で 5’末端をリン酸化処理した hPrp18 for3
および未処理のMyc2 revをプライマーとして hPrp18のDNA断片を PCRで
増幅した。さらにこの PCR 断片をNotI で消化した。ベクターは、pCAGGS-
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P7 を NotI と EcoRV で消化後、CIAP [Alkaline Phosphatase（Calfe 
intestine）]（TaKaRa)により脱リン酸化処理し、Ligation high（TOYOBO)と




HeLa 細胞より抽出した Total RNA より、Oligo dT プライマーを用いて逆
転写反応を行い、cDNAライブラリーを得た。hPrp18の cDNA 断片をさらに
T4 polynucleotide kinase （TOYOBO)で 5’末端をリン酸化処理した hPrp18 
for および hPrp18 rev をプライマーとして hPrp18 の DNA 断片を PCR で増
幅した。あらかじめ SmaI（TOYOBO）で消化後、CIAP により脱リン酸化処







Bacto tryptone    5 g 
Yeast extract     2.5 g 
NaCl      5 g 
 
超純水で 500 mlにメスアップし、オートクレーブ滅菌後、室温で保存した。




Bacto tryptone    5 g 
Yeast extract     2.5 g 
NaCl      5 g 




超純水で 500 mlにメスアップし、オートクレーブ滅菌後、50ºC 程度まで冷




 アンピシリン溶液 （Final 100 mg/ml） 




 IPTG（Isopropyl--D-thiogalactopyranoside）溶液（Final 200 g/ml） 
Isopropyl--D-thiogalactopyranoside  2 g 
超純水で 10 mlにメスアップし、フィルターでろ過後、-30°Cで保存した。 
 
 Lysis buffer 
1 M Tris-HCl（pH 7.9）  750 l （Final 50 mM） 
5 M NaCl     450 l （Final 150 mM) 
10% Triton X-100    150 l （Final 0.1%) 
超純水で 15 mlにメスアップ後、室温に保存した。 
 
 Wash buffer 
1 M Tris-HCl（pH 7.9）   750 l（Final 50 mM） 
1 M MgCl2     75 l（Final 5 mM) 
5 M NaCl     300 l（Final 100 mM) 
80% Glycerol    1.9 l（Final 10%） 
14.2 M 2-Mercaptoethanol   5.3l（Final 5 mM） 
10% NonidetP-40   150 l (Final 0.1%) 






 Elution buffer 
1 M Tris-HCl（pH 7.9）   1 ml （Final 20 mM) 
5 M NaCl      1.5 ml （Final 150 mM） 
80% Glycerol     12.5 ml （Final 20%） 
Glutathione （Reduced Form, free acid 150 mg （Final 10 mM) 
超純水で 40 mlにメスアップ後、約 100 lの 5 N NaOH を添加し pH8.0
に調製した。その後、超純水で 50 mlまでメスアップし、室温に保存した。 
 
 脱染液 
Methanol      30 ml 
Acetic acid      10 ml 
超純水で 100 mlにメスアップし、室温で保存した。 
 
 固定液 
Methanol      10 ml 
Glycerol      3 ml 
超純水で 100 mlにメスアップし、室温で保存した。 
 
 Dialysis buffer 
0.5 M HEPES-NaOH（pH 7.9）  50 ml （Final 50 mM) 
2.5 M KCl      20 ml （Final 50 mM) 
Glycerol      100 ml（Final 20%) 
超純水で 500 mlにメスアップし、4°Cで保存した。 
 
スモールスケール（LB 液体培地 5 ml 分）で増やした大腸菌を 250 ml の LB
液体培地に移し、OD600=0.4~0.6になるまで 37ºC、150 rpmで振とうした。そ










 50x TAE（Tris-Acetate-EDTA buffer） 
  Trizma Base  121 g 
  Acetic acid  28.5 ml 
  0.5 M EDTA  50 ml 
  超純水    up to 500 ml 
  室温保存 
 
 1x TAE 
  50x TAE  20 ml 
  超純水    up to 1,000 ml 
  室温保存 
 
 10 mg/ml エチジウムブロマイド溶液 
  Ethidium bromide 1 g 
  超純水    up to 100 ml 
  4ºCで遮光保存 
 
 6x アガロースゲルサンプルバッファー 
Glycerol   15 ml 
  BPB（bromophenol blue）  適当量 
  XC（xylene cyanol）   適当量 
  超純水     up to 50 ml 
  室温保存 
 
 1%アガロースゲル 




た。50ºC前後に冷却した所で、10 mg/ml エチジウムブロマイド溶液 10 lを
加え、すばやく撹拌して、アガロースゲル作製枠（TAITEC）に注いだ。コー
ムを挿し、アガロースが固まるまで静置した。固まったゲルは枠から取り外し、








 SDS（Sodium dodecyl sulfate）ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 
 
試薬 
 Solution A 
Acrylamide    145 g 
  N,N’-methylene-bis-acrylamide  5 g 
  超純水     up to 500 ml 
  濾過滅菌後、4ºCで遮光保存 
 
 Solution B 
  Trizma Base    90.75 g 
  SDS     2 g 
  adjust the pH to 8.8 
  超純水     up to 500 ml 









 Solution C 
  Trizma Base    30.3 g 
  SDS     2 g 
  adjust the pH to 6.8 
  超純水     up to 500 ml 
   濾過滅菌後、室温保存 
 
 10x SDS ポリアクリルアミドゲル泳動バッファー 
  Trizma Base   30.2 g 
  Glycine    144 g 
  SDS     10 g 
  超純水    up to 1000 ml 
  室温保存 
 
 4x SDS ポリアクリルアミドゲルサンプルバッファー 
  Solution C   25 ml 
  Glycerol   20 ml 
  SDS    4 g 
  -mercaptoethanol  2 ml 
  BPB 適当量 
  超純水     up to 50 ml 
  濾過滅菌後、500 l ずつ分注して-30ºCで保存 
 
 ゲルの作製 
 一例として、10% SDS-PAGEゲルの作製例を示す。MINI PROTEAN II電
気泳動システム（BIO-RAD）を使用した。ガラス板を所定の方法に従って組み
立てた後、10% Resolving gel（超純水 2.5 ml、Solution A 2.0ml、Solution B 
1.5 ml）を調製し、50 lの10% APS（ammonium persulfate）及び5 lの
TEMED（N,N,N’,N’-tetramethylenediamine）を加えてすばやく撹拌した後、
ゲル作製枠に注ぎ込んだ。さらに蒸留水を重層し、ゲルが固まるまで静置した。
固化後、重層した超純水を除きStacking gel（超純水 2.7 ml、Solution A 1.0 











 泳動槽にSDSポリアクリルアミドゲル泳動バッファ （ー超純水 720 ml、10x 
SDS ポリアクリルアミドゲル泳動バッファー 80 ml）を満たし、固化したゲ
ルを所定の方法に従って泳動槽にセットした。ゲル1枚につき、Stacking gel 





 40% Acrylamide (acrylamide:N,N’-methylene bisacrylamide＝19:1） 
  Acrylamide    190 g 
  N,N’-methylene bisacrylamide  10 g 
  超純水      up to 500 ml 
  遮光して 4ºCで保存 
 
 10x TBE 
  Trizma Base    105 g 
  Boric acid    55 g 
  0.5 M EDTA    40 ml 
  超純水      up to 1,000 ml 
  室温保存 
 
 ゲルの作製 
 一例として10% Urea-PAGEゲルの作製例を示す。尿素12 gを適量の超純水
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に溶解し、ゲルの濃度に応じた40% Acrylamide溶液と10x TBEを2.5 ml加え、




 泳動サンプルはエタノール沈殿後、Formamide dye（80% Formamide、BPB








 ゲルの濃度に応じたSolution A溶液と10x TBEを2.5 ml加え、全量を25 ml
















    試薬 
 Reaction and Binding buffer 
0.5 M HEPES-NaOH（pH7.9）  1 ml （Final 50 mM) 
2.5 M KCl  80 l （Final 20 mM) 
1 M MgCl2  12l （Final 1.2 mM） 
1 M DTT  6 l （Final 0.6 mM) 
10% NP-40  100 l （Final 0.1%） 
超純水  up to 10 ml 
 
 Wash buffer 
0.5 M HEPES-NaOH（pH7.9）  1 ml （Final 50 mM) 
5 M NaCl  80 l （Final 20 mM) 
0.5 M EDTA  20 l （Final 1 mM） 
10% NP-40  100 l（Final 0.1%） 
超純水  up to 10 ml 
 
GST-hPrp18 もしくは GST タンパク質を bufferで平衡化した glutathione-
sepharose 4B 10 l （bed volume）と混ぜて固定した後に、他のサンプルを
添加して 25ºC、1 時間インキュベーションした。His-NP は、添加する前に、
v53 mer RNA（第 9 項を参照）を混ぜて 25ºC、1 時間インキュベーションし
た。さらに、このサンプルにMNase を添加して、25ºC、1時間インキュベーシ
ョンした。その後、Wash buffer で三回洗浄し、2x SDS dye を添加後、98ºC、3 










 IP buffer 
1M Tris-HCl (pH 8.0)   800 l（Final 20 mM） 
5 M NaCl                         800 l（Final 100 mM) 
2.5 M KCl                         480 l（Final 30 mM） 
0.5 M EDTA            80 l（Final 1 mM） 
10% NP-40  400 l（Final 0.1%） 
超純水  up to 40 ml 
 
 
 遺伝子導入された 293T 細胞を回収し、IP buffer を 350 l 加えて氷上で
Amplitude 30で 10秒を 3セット行い、細胞を超音波処理した。その後、15,000 
rpm、4ºC、10分間遠心後、上清を回収し、マウス抗Myc 抗体を加え 1 時間、
4ºCで緩やかに攪拌した。Protein A sepharose（GE）はあらかじめ BSA（Final 
2%）を加えて一晩撹拌した。10 l（bed vol.）の Protein A sepharoseを加え
て 1 時間、4ºC でさらに攪拌後、1,000 xgで 10 秒間遠心し、アガロースビー
ズを沈降させ、上清を除いた。IP buffer 中でアガロースビーズを 3回洗浄し、








第八項 ウエスタンブロット 法 
 
試薬 
 Transfer buffer 
 Trizma Base  3 g 
 Glycine  14.4 g 
 Methanol  150 ml 
 超純水   up to 1,000 ml 
用時調製 
 
 20x TBS 
 Trizma Base  60 g 
 NaCl   160 g 
 KCl   4 g 
 adjust the pH to 7.4 




 20x TBS  25 ml 




 20x TBS  25 ml 
 Tween-20  0.5 g 








 Non-fat dry milk 25 g 
 20x TBS  25 ml 
 10% Sodium azide  500 l 




























グナルが各 RNA 分節の両末端に存在する。5’および 3’に存在する末端配列を
結合させた、53塩基の RNA をモデルウイルスゲノムとした（66）。目的の RNA
配列に相補的な鋳型 DNA を設計し、3’側に T7 RNA polymerase 認識配列を
追加した DNA プライマー、および T7 RNA polymerase 認識配列と相補的な
配列のプライマーを設計し、Ribo MAX Large Scale RNA Production System 




第十項 in vitro RNA合成反応系 
 
 反応組成 
 50 mM HEPES-NaOH （pH 7.9） 
 3 mM MgCl2 
 50 mM KCl 
 1.5 mM DTT 
 500 M each ATP，CTP，and UTP 
 25 M GTP 
 5 Ci [α-32P]GTP （3,000 Ci/mmol） 
 4 U RNase inhibitor 
 250 M ApG dinucleotide primer or 200 ng globin mRNA primer 
 35 ng 53 mer model template 
 















 Binding buffer 
0.5 M HEPES-NaOH（pH 7.9）  100 l（Final 50 mM） 
2.5 M KCl  8 l（Final 20 mM) 
1 M MgCl2  1.2 l（Final 1.2 mM） 
1 M DTT  0.6 l（Final 0.6 mM) 
10% NP-40  10 l（Final 0.1%） 
超純水 up to 1 ml 
 
組換え His-NP と GST-hPrp18 および放射性ラベルした人工インフルエン
ザウイルスゲノム v53 mer RNAを用いたゲルシフトアッセイにより、NPシ
ャペロン活性を検討した。まず His-NP と GST-hPrp18 を結合させるために
total 20 lの反応液で 30ºC、30分インキュベーションした。その後、放射性
ラベルした v53 mer RNAを混合し、さらに 30ºC、30 分インキュベーション
した。反応終了後、最終濃度 10%のグリセロールを混合し、0.6%アガロースゲ









第十二項 siRNA を用いた遺伝子ノックダウン細胞作製法 
 
遺伝子ノックダウンには、Stealth siRNA （Thermo Fisher Scientific）を
用いた。また、ネガティブコントロールには、Stealth RNAi Negative Control 
Duplexes; low GC（Control siRNA）（Thermo Fisher Scientific）を使用した。 
 
試薬 
RNAi MAX （Life technologies) 
OPTI-MEM （GIBCO） 
 
一般的なプロトコールに従って行った。50 pmolの Stealth siRNAと RNAi 









 Denature solution 
Guanidine thiocyanate   18.9 g（Final 4 M） 
Sodium citrate    0.3 g （Final 25 mM） 
N-lauroylsalcosine    0.2 g （Final 0.5%） 
超純水     up to 40 ml 
 
細胞を回収し、300 lのDenature solution（0.7% -メルカプトエタノール
含有）を添加し、27ゲージのシリンジで細胞を破砕した。30 lの2 M NaOAc
（pH 4.0）を添加、攪拌後、300 μlの水飽和フェノールを添加した。120 lの









第十四項 RTおよび定量的 PCR 法 
 
 逆転写反応溶液 
  Total RNA 1 g 
  10 pmol primer for vRNA detection 
  10 pmol primer for cRNA detection 
  10 pmol Oligo（dT）20 for mRNA detection 
  0.5 mM dNTPs 
  5 U RNase inhibitor（TOYOBO） 
  2.5 U Rever Tra Ace（TOYOBO） 
  1 x RT buffer （TOYOBO） 
 
 PCR反応溶液 
  RT product（diluted 1,000 times） 
  2 pmol each primer sets 
  Fast Start SYBR Green Master（Roche） 
 
精製した total RNA に vRNA、cRNA、mRNAのそれぞれの RNA を検出する
ためのプライマーを加え 70ºC で 5 分間変性させ、氷上で急冷した後、上記の
反応条件で 42ºC、1時間、逆転写反応を行った。95ºC、3分加熱することで反
応を停止させ、超純水で 1/1,000 希釈を行った。希釈した逆転写反応産物と、
上記に示したプライマーセットを用いて、Thermal Dice Real Time System


























末端側に Prp4 と相同性が高い Splicing Factor Motif を持ち、可変なヘリッ
クス構造で構成されている。CypH は、Prp18のN 末端で結合する。CypHは
塩基性アミノ酸に富んだタンパク質であり、Prp18 の N 末端は、極性アミノ
酸で構成されていることから、CypH と Prp18は主に静電的相互作用により結
合している可能性が考えられる。Prp18の C末端側は、U5 snRNPおよび Slu7
と結合する Prp18 モチーフで構成されており、種間で高度に保存されている
(53)。点変異を導入した U5 snRNA の発現プラスミドを酵母にトランスフェ











近年 Steroid receptor RNA activator protein （SRAP）が Prp18 モチーフと






















を鋳型として得られた RNA 合成産物が、GST-hPrp18 の量依存的に増加する
ことが明らかになった（lanes 5-7）。この結果から、hPrp18 は vRNP 複合体




ウイルス RNA 合成活性 
 
 次に、哺乳類細胞由来の HeLa 細胞を用いた感染実験により、hPrp18 のウ
イルス RNA 合成活性に対する影響を検討した（Figure 8）。hPrp18遺伝子に
対する Stealth siRNA をトランスフェクションし、hPrp18タンパク質の発現













で感染させ、ウイルスタンパク質発現量（Figure 8D）およびウイルス RNA 蓄
積量を検討した（Figure 8E）。ネガティブコントロールと比較して、感染 3、
5、7 時間後において NP およびウイルスポリメラーゼの発現量が約 40%に低
下した（Figure 8D）。また、前期遺伝子として PA（segment 3)、初期遺伝子
として NP （segment 5）、後期遺伝子として M1（segment 7）の vRNA、
cRNA、およびmRNA量を定量RT-PCR法により検出したところ（Figure 8E）、





能性が考えられる。そこで、スプライシングにより発現する M1 および M2 
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mRNAの蓄積量を測定したところ（Figure 8F, G）、Figure 7E と同様に、M1
およびM2 mRNA 量は、コントロールと比較して約 30%から 40%に低下して





第三項 siRNA 耐性 hPrp18遺伝子を用いたウイルス RNA 合成活性のレス
キュー試験 
 






PR8株をMOI=3で感染させ、感染 4 時間後に細胞を回収し、Total RNAを抽
出した。次いで、Oligo dTプライマーを用いて逆転写反応を行い、定量的 RT-
PCRによりNP mRNA量を検出した（Figure 9A）。その結果、ネガティブコ
ントロールと比較して、Prp18 ノックダウン細胞では NP mRNA 合成量が約
20%まで低下した（lane 4）。また、silent mutationを導入し、hPrp18の siRNA
に認識されない hPrp18 遺伝子を作製し（rhPrp18-myc）、Prp18 ノックダウ
ン細胞で発現することで、レスキュー試験を行った（Figure 9 A, B）。その結
果、rhPrp18-myc を過剰発現させることで、NP mRNA 量はコントロールの











myc 過剰発現 293T細胞に、感染操作をMOI=3で行い、感染 6 時間後に細胞
を回収した。その後、抗myc抗体を用いた免疫沈降実験を行った（Figure 10A）。
免疫沈降産物は、10% SDS-PAGE で展開し、その後、抗ウイルスポリメラー
ゼ抗体、抗 NP 抗体、もしくは抗 myc 抗体を用いたウエスタンブロット法に
より各ウイルスタンパク質を検出した（Figure 10A）。その結果、hPrp18-myc
は、NP とウイルスポリメラーゼサブユニット PB1、PB2、PA および NP に
結合することが明らかになった（Figure 10A）。よって、hPrp18 は vRNP 複
合体と結合していると考えられた。そこで、MNase 処理した精製 vRNP






ラーゼもしくは NP が Prp18 と間接的に結合している可能性が考えられる。
そこで、大腸菌発現系より精製したHis-NPおよび GST-hPrp18タンパク質を
用いて、GSTプルダウンアッセイを行ったところ（Figure 10C）、GST-hPrp18
は量依存的に NP と結合し、hPrp18 は NP と直接的に結合していることが示
唆された。 
次に、GST-hPrp18部分欠損変異体を作製し、ウイルスポリメラーゼおよび
NP との結合に関与するドメインの同定および各部分欠損体の RNA 合成促進








その結果、GST-hPrp18C1 および GST-hPrp18Δ71 はウイルスポリメラーゼ
と結合せず、NPのみ共沈降が観察された（Figure 11C）。また、GST-Prp18C2
においてウイルスポリメラーゼおよび NP 両者の共沈降は認められなかった。













GST-Prp18Δ43、GST-Prp18N1、GST-Prp18N2 が NP と共沈降することが
明らかになった（Figure 12E）。そのうち、Prp18WTと Prp18Δ43のNPに
対する結合活性はほぼ同等であった（Figure 12E）。このことから、Prp18は






第五項 hPrp18はウイルス RNA 合成の伸長反応を促進する 
 




そこで、試験管内 RNA 合成系を用いて、Prp18 によるウイルス RNA 合成の
促進機構の詳細を検討した（Figure 13）。反応開始後、0、1、2、4分で反応液
を回収し、新規合成鎖を観察したところ、0～2 分後の合成産物では Prp18 を
添加しても非添加時と大きな違いは認められなかったが、反応 4分後に観察さ
れる 300 nt 以上の新規合成鎖では、Prp18 による顕著な合成促進が観察され












RNase T2を用いて合成産物の切断を行った（Figure 13C, D）。試験管内 RNA
合成反応後、終濃度 50 mM EDTA を添加して反応を停止し、RNase T2処理
により、二本鎖 RNA を検出した。その結果、Prp18非存在下では、RNA 合成
産物は RNase T2によりほとんど切断されないのに対し、Prp18存在下で得ら











遊離型 NP は、分子シャペロン非存在下では、NP 同士もしくは RNA と凝
集してしまい、適切な RNP 複合体を形成できない。そこで、Prp18 の分子シ
ャペロン活性を評価するため、ゲルシフトアッセイによりNP-ウイルスゲノム
複合体形成への影響を検討した（Figure 14）。大腸菌発現系より調製したHis-
NPと GST-Prp18（Figure 14A）、および 5’末端を 32Pで放射性標識したモデ
ルウイルスゲノム v53 を用いてゲルシフトアッセイを行った（Figure 14B）。
Prp18非存在下で 12.5 fmolから 200 fmolのHis-NPに、放射性標識した v53
を添加した場合（Figure 14B）、25 fmol 以上の His-NP で凝集体が検出され
た。そこで、12.5 fmolのHis-NPにGST-Prp18を混合し、次いで、放射性標
識した v53 を添加し、NP-RNA 複合体を形成させた。その結果、GST-Prp18
の量依存的に NP-RNA 複合体形成が促進されていることが明らかになった




含まれない」という性質を持つ。そこで、Prp18 が NP-RNA 複合体と結合し
ているのか検討するため、組換えタンパク質を用いたゲルシフトアッセイを行
った後、抗 NP 抗体または抗 Prp18 抗体を用いたウエスタンブロット法によ
り、NPおよび Prp18タンパク質を検出した（Figure 15）。その結果、NP-RNA
複合体の移動度は 0.26 であるのに対し、Prp18は 0.33であり、GST-Prp18は
NP-RNA複合体に含まれていないことが明らかになった（Figure 15）。以上の
































が示唆された。NP のみと結合する Prp18 部分欠損変異体を用いた試験管内

































第四項 Prp18 モチーフについて 
 
Prp18 モチーフと非常に類似性の高いモチーフを持つタンパク質として、
Steroid receptor RNA activator protein（SRAP）が報告されている。ステロ
イド応答遺伝子の転写は、エストロゲン、グルココルチコイド、プロゲステロ
ンなどのホルモンがステロイドホルモンレセプターに結合することで制御さ
れる。1999年、ヒトプロゲステロンレセプターを bait とした yeast two-hybrid
法により、ステロイドレセプターに結合して転写活性を促進する因子の探索実




SRAP のアミノ酸配列から、C 末端は RNA recognition motif （RRM）であ
ると予想されていた(70)。しかし近年、NMR により SRAPの C末端側の構造
を解析した結果、RRM構造ではなく、むしろ Prp18 モチーフとの類似性が高
いことが明らかになった(55)。SRAPの C末端側は、5 つの-helixで構成され































波大学 学長（前筑波大学大学院 人間総合科学研究科 教授） 永田 恭介 
先生に深く感謝致します。 
本研究の前半は、当研究室出身の内藤 忠相 助教（現：川崎医科大学 微





学院 医学医療系 奥脇 暢 准教授、竹内 薫 准教授 （現：環境微生物
学研究室）、斎藤 祥子 助教、加藤 広介 助教、川口 敦史 助教、村野 
健作 助教（現：慶應義塾大学 分子生物学研究室）、Ho Kiong 助教（寄生
















1.  Noda T, Sagara H, Yen A, Takada A, Kida H, Cheng RH, Kawaoka Y. 2006. 
Architecture of ribonucleoprotein complexes in influenza A virus particles. 
Nature 439:490–492. 
2.  Ye Q, Krug RM, Tao YJ. 2006. The mechanism by which influenza A virus 
nucleoprotein forms oligomers and binds RNA. Nature 444:1078–1082. 
3.  Guilligay D, Tarendeau F, Resa-Infante P, Coloma R, Crepin T, Sehr P, 
Lewis J, Ruigrok RWH, Ortin J, Hart DJ, Cusack S. 2008. The structural 
basis for cap binding by influenza virus polymerase subunit PB2. Nat Struct 
Mol Biol 15:500–506. 
4.  Li ML, Rao P, Krug RM. 2001. The active sites of the influenza cap-
dependent endonuclease are on different polymerase subunits. EMBO J 
20:2078–2086. 
5.  Biswas SK, Nayak DP. 1994. Mutational analysis of the conserved motifs of 
influenza A virus polymerase basic protein 1. J Virol 68:1819–1826. 
6.  Perez DR, Donis RO. 2001. Functional analysis of PA binding by influenza a 
virus PB1: effects on polymerase activity and viral infectivity. J Virol 
75:8127–8136. 
7.  Ohtsu Y, Honda Y, Sakata Y, Kato H, Toyoda T. 2002. Fine mapping of the 
subunit binding sites of influenza virus RNA polymerase. Microbiol Immunol 
46:167–175. 
8.  Chen W, Calvo PAA, Malide D, Gibbs J, Schubert U, Bacik I, Basta S, 
O’Neill R, Schickli J, Palese P, Henklein P, Bennink JRR, Yewdell JWW. 
2001. A novel influenza A virus mitochondrial protein that induces cell 
death. Nat Med 7:1306–1312. 
9.  Kawaguchi A, Naito T, Nagata K. 2005. Involvement of Influenza Virus PA 
Subunit in Assembly of Functional RNA Polymerase Complexes. Jounal 
Virol 79:732–744. 
10.  Kawaguchi A, Nagata K. 2007. De novo replication of the influenza virus 
RNA genome is regulated by DNA replicative helicase, MCM. EMBO J 
26:4566–4575. 
11.  Dias A, Bouvier D, Crepin T, McCarthy AA, Hart DJ, Baudin F, Cusack S, 
53 
 
Ruigrok RW. 2009. The cap-snatching endonuclease of influenza virus 
polymerase resides in the PA subunit. Nature 458:914–918. 
12.  Yuan P, Bartlam M, Lou Z, Chen S, Zhou J, He X, Lv Z, Ge R, Li X, Deng T, 
Fodor E, Rao Z, Liu Y. 2009. Crystal structure of an avian influenza 
polymerase PA(N) reveals an endonuclease active site. Nature 458:909–913. 
13.  Jagger BW, Wise HM, Kash JC, Walters KA, Wills NM, Xiao YL, Dunfee RL, 
Schwartzman LM, Ozinsky A, Bell GL, Dalton RM, Lo A, Efstathiou S, 
Atkins JF, Firth AE, Taubenberqer JK DP. 2012. An overlapping protein- 
corsing region in influenza A virus segment 3 modulates the host response. 
Science 337:199–204. 
14.  Pons MW, Schulze IT, Hirst GK. 1969. Isolation and characterization of the 
ribonucleoprotein of influenza virus. Virology 39:250–259. 
15.  Momose F, Basler CF, Neill REO, Iwamatsu A, Palese P, Nagata K. 2001. 
Cellular Splicing Factor RAF-2p48 / NPI-5 / BAT1 / UAP56 Interacts with 
the Influenza Virus Nucleoprotein and Enhances Viral RNA Synthesis. J 
Virol 75:1899–1908. 
16.  Naito T, Kiyasu Y, Sugiyama K, Kimura A, Nakano R, Matsukage A, Nagata 
K. 2007. An influenza virus replicon system in yeast identified Tat-SF1 as a 
stimulatory host factor for viral RNA synthesis. Proc Natl Acad Sci U S A 
104:18235–18240. 
17.  Wang P, Palese P, O’Neill RE. 1997. The NPI-1/NPI-3 (karyopherin alpha) 
binding site on the influenza a virus nucleoprotein NP is a nonconventional 
nuclear localization signal. J Virol 71:1850–1856. 
18.  Neumann G, Castrucci MR, Kawaoka Y. 1997. Nuclear import and export of 
influenza virus nucleoprotein. J Virol 71:9690–9700. 
19.  Görlich D, Prehn S, Laskey RA, Hartmann E. 1994. Isolation of a protein 
that is essential for the first step of nuclear protein import. Cell 79:767–778. 
20.  Mondal A, Potts GK, Dawson AR, Coon JJ, Mehle A. 2015. Phosphorylation 
at the Homotypic Interface Regulates Nucleoprotein Oligomerization and 
Assembly of the Influenza Virus Replication Machinery. PLoS Pathog 11:1–
24. 
21.  Mena I, Jambrina E, Albo C, Perales B, Ortin J, Arrese M, Vallejo D, Portela 
A. 1999. Mutational analysis of influenza A virus nucleoprotein: 
54 
 
identification of mutations that affect RNA replication. J Virol 73:1186–
1194. 
22.  Elton D, Medcalf L, Bishop K, Harrison D, Digard P. 1999. Identification of 
amino acid residues of influenza virus nucleoprotein essential for RNA 
binding. J Virol 73:7357–7367. 
23.  Gorman OT, Bean WJ, Kawaoka Y, Donatelli I, Guo YJ, Webster RG. 1991. 
Evolution of influenza A virus nucleoprotein genes: implications for the 
origins of H1N1 human and classical swine viruses. J Virol 65:3704–3714. 
24.  Snyder MH, Buckler-White AJ, London WT, Tierney EL, Murphy BR. 1987. 
The avian influenza virus nucleoprotein gene and a specific constellation of 
avian and human virus polymerase genes each specify attenuation of avian-
human influenza A/Pintail/79 reassortant viruses for monkeys. J Virol 
61:2857–2863. 
25.  Skehel JJ WD. 2000. Receptor binding and membrane fusion in virus entry: 
the influenza hemagglutinin. Annu Rev Biochem 69:531–569. 
26.  Rogers GN, Paulson JC. 1983. Receptor determinants of human and animal 
influenza virus isolates: Differences in receptor specificity of the H3 
hemagglutinin based on species of origin. Virology 127:361–373. 
27.  Watanabe K, Handa H, Mizumoto K, Nagata K. 1996. Mechanism for 
inhibition of influenza virus RNA polymerase activity by matrix protein. J 
Virol 70:241–247. 
28.  Martin K, Helenius A 1991. Nuclear transport of influenza virus 
ribonucleoproteins: The viral matrix protein (M1) promotes export and 
inhibits import. Cell 67:117–130. 
29.  Watanabe K, Shimizu T, Noda S, Tsukahara F, Maru Y, Kobayashi N. 2014. 
Nuclear export of the influenza virus ribonucleoprotein complex: Interaction 
of Hsc70 with viral proteins M1 and NS2. FEBS Open Bio 4:683–688. 
30.  Lu Y, Wambach M, Katze MG, Krug RM. 1995. Binding of the influenza 
virus NS1 protein to double-stranded RNA inhibits the activation of the 
protein kinase that phosphorylates the elF-2 translation initiation factor. 
Virology 214:222–228. 
31.  O’Neill RE, Talon J, Palese P. 1998. The influenza virus NEP (NS2 protein) 




32.  Murti KG, Webster RG, Jones IM. 1988. Localization of RNA polymerases on 
influenza viral ribonucleoproteins by immunogold labeling. Virology 
164:562–566. 
33.  Honda A, Ueda K, Nagata K, Ishihama A. 1988. RNA polymerase of 
influenza virus: role of NP in RNA chain elongation. J Biochem 104:1021–
1026. 
34.  Portela A, Digard P. 2002. The influenza virus nucleoprotein: A 
multifunctional RNA-binding protein pivotal to virus replication. J Gen Virol 
83:723–734. 
35.  O’Neill RE, Jaskunas R, Blobel G, Palese P, Moroianu J. 1995. Nuclear 
Import of Influenza Virus RNA Can Be Mediated by Viral Nucleoprotein and 
for Protein Import. J Biol Chem 270:22701–22704. 
36.  Poon LL, Pritlove DC, Fodor E, Brownlee GG. 1999. Direct evidence that the 
poly(A) tail of influenza A virus mRNA is synthesized by reiterative copying 
of a U track in the virion RNA template. J Virol 73:3473–3476. 
37.  Sugiyama K,  Kawaguchi A, Okuwaki M Nagata K. 2015. pp32 and APRIL 
are host cell-derived regulators of influenza virus RNA synthesis from cRNA. 
Elife 4:e08939. 
38.  Laskey RA, Honda BM, Mills AD, Finch JT. 1978. Nucleosomes are 
assembled by an acidic protein which binds histones and transfers them to 
DNA. Nature 415–420. 
39.  Ellis J. 1987. Protein as molecular chaperones: Nature 328:378–379. 
40.  Matsumoto K, Okuwaki M, Kawase H, Handa H, Hanaoka F, Nagata K. 
1995. Stimulation of DNA transcription by the replication factor from the 
adenovirus genome in a chromatin-like structure. J Biol Chem.270:9645-
9650. 
41.  Kawase H, Okuwaki M, Miyaji M, Ohba R, Handa H, Ishimi Y, Fujii-Nakata 
T, Kikuchi A, Nagata K. 1996. NAP-I is a functional homologue of TAF-I that 
is required for replication and transcription of the adenovirus genome in a 
chromatin-like structure. Genes Cells 1:1045–1056. 
42.  Matsumoto K, Nagata K, Ui M, Hanaoka F. 1993. Template activating factor 
I, a novel host factor required to stimulate the adenovirus core DNA 
56 
 
replication. J Biol Chem 268:10582–10587. 
43.  Nagata K, Kawase H, Handa H, Yano K, Yamasaki M, Ishimi Y, Okuda A, 
Kikuchi A, Matsumoto K. 1995. Replication factor encoded by a putative 
oncogene, set, associated with myeloid leukemogenesis. Proc Natl Acad Sci U 
S A 92:4279–83. 
44.  Okuwaki M, Iwamatsu A, Tsujimoto M, Nagata K. 2001. Identification of 
nucleophosmin/B23, an acidic nucleolar protein, as a stimulatory factor for in 
vitro replication of adenovirus DNA complexed with viral basic core proteins. 
J Mol Biol 311:41–55. 
45.  Kato K, Miyaji-Yamaguchi M, Okuwaki M, Nagata K. 2007. Histone 
acetylation-independent transcription stimulation by a histone chaperone. 
Nucleic Acids Res 35:705–715. 
46.  Okuwaki M, Nagata K. 1998. Template activating factor-I remodels the 
chromatin structure and stimulates transcription from the chromatin 
template. J Biol Chem 273:34511–34518. 
47.  Janda M, Ahlquist P. 1993. RNA-dependent replication, transcription, and 
persistence of brome mosaic virus RNA replicons in S. cerevisiae. Cell 
72:961–970. 
48.  Sakuragi S, Goto T, Sano K, Morikawa Y. 2002. HIV type 1 Gag virus-like 
particle budding from spheroplasts of Saccharomyces cerevisiae. Proc Natl 
Acad Sci U S A 99:7956–61. 
49.  He F, Inoue M, Kigawa T, Takahashi M, Kuwasako K, Tsuda K, Kobayashi 
N, Terada T, Shirouzu M, Güntert P, Yokoyama S, Muto Y. 2012. Solution 
structure of the splicing factor motif of the human Prp18 protein. Proteins 
Struct Funct Bioinforma 80:968–974. 
50.  Horowitz DS, Lee EJ, Mabon SA, Misteli T. 2002. A cyclophilin functions in 
pre-mRNA splicing. EMBO J 21:470–480. 
51.  Crotti LB, Bačíková D, Horowitz DS. 2007. The Prp18 protein stabilizes the 
interaction of both exons with the U5 snRNA during the second step of pre-
mRNA splicing. Genes Dev 21:1204–1216. 
52.  Horowitz DS, Abelson J. 1993. A U5 small nuclear ribonucleoprotein particle 
protein involved only in the second step of pre-mRNA splicing in 
Saccharomyces cerevisiae. Mol Cell Biol 13:2959–2970. 
57 
 
53.  James SA, Turner W, Schwer B. 2002. How Slu7 and Prp18 cooperate in the 
second step of yeast pre-mRNA splicing. RNA 8:1068–1077. 
54.  Bacíková D, Horowitz DS, Bac D. 2005. Genetic and Functional Interaction 
of Evolutionarily Conserved Regions of the Prp18 Protein and the U5 snRNA 
Genetic and Functional Interaction of Evolutionarily Conserved Regions of 
the Prp18 Protein and the U5 snRNA. Mol Cell Biol 25:2107–2116. 
55.  Bilinovich SM, Davis CM, Morris DL, Ray LA, Prokop JW, Buchan GJ, 
Leeper TC. 2014. The C-terminal domain of SRA1p has a fold more similar to 
PRP18 than to an RRM and does not directly bind to the SRA1 RNA STR7 
region. J Mol Biol 426:1753–1765. 
56.  McKay DB, Xi L, Barthel KKB, Cech TR. 2014. Structure and function of 
steroid receptor RNA activator protein, the proposed partner of SRA 
noncoding RNA. J Mol Biol 426:1766–1785. 
57.  Zhang X, Schwer B. 1997. Functional and physical interaction between the 
yeast splicing factors Slu7 and Prp18. Nucleic Acids Res 25:2146–2152. 
58.  Kawaguchi A, Momose F, Nagata K. 2011. Replication-coupled and host 
factor-mediated encapsidation of the influenza virus genome by viral 
nucleoprotein. J Virol 85:6197–204. 
59.  Chan AY, Vreede FT, Smith M, Engelhardt OG, Fodor E. 2006. Influenza 
virus inhibits RNA polymerase II elongation. Virology 351:210–217. 
60.  Engelhardt OG, Fodor E. 2006. Functional association between viral and 
cellular transcription during influenza virus infection. Rev Med Virol 
16:329–345. 
61.  Engelhardt O, Smith M, Fodor E. 2005. Association of the influenza A virus 
RNA-dependent RNA polymerase with cellular RNA polymerase II. J Virol 
79:5812–5818. 
62.  Portela A, Digard P. 2002. The influenza virus nucleoprotein : a 
multifunctional RNA-binding protein pivotal to virus replication. J Gen Virol 
83:723–734. 
63.  Newcomb LL, Kuo RL, Ye Q, Jiang Y, Tao YJ, Krug RM. 2009. Interaction of 
the influenza a virus nucleocapsid protein with the viral RNA polymerase 
potentiates unprimed viral RNA replication. J Virol 83:29–36. 
64.  Vreede FT, Jung TE, Brownlee GG. 2004. Model suggesting that replication 
58 
 
of influenza virus is regulated by stabilization of replicative intermediates. J 
Virol 78:9568–72. 
65.  Beaton AR, Krug RM. 1986. Transcription antitermination during influenza 
viral template RNA synthesis requires the nucleocapsid protein and the 
absence of a 5’ capped end. Proc Natl Acad Sci U S A 83:6282–6286. 
66.  Jorba N, Coloma R, Ortín J. 2009. Genetic trans-complementation 
establishes a new model for influenza virus RNA transcription and 
replication. PLoS Pathog 5:e1000462. 
67.  Gerlach P, Malet H, Cusack S, Reguera J. 2015. Structural insights into 
bunyavirus replication and its regulation by the vRNA promoter. Cell 
161:1267–1279. 
68.  Lanz RB, McKenna NJ, Onate S a, Albrecht U, Wong J, Tsai SY, Tsai MJ, 
O’Malley BW. 1999. A steroid receptor coactivator, SRA, functions as an 
RNA and is present in an SRC-1 complex. Cell 97:17–27. 
69.  Leygue E. 2007. Steroid receptor RNA activator (SRA1): unusual bifaceted 
gene products with suspected relevance to breast cancer. Nucl Recept Signal 
5:e006. 
70.  Kielkopf CL, Lücke S, Green MR. 2004. U2AF homology motifs: Protein 















































































・・・・・MASQGTKRSY EQMETDGERQ NATEIRASVG KMIGGIGRFY










































































































Splicing factor motif (SFM)
: High similarity of amino acids sequence
. Low similarity of amino acids sequence
* Exact match of amino acids sequence

















A B C D E
SFM


















































Figure 7 in vitro RNA合成系を用いたPrp18のRNA合成促進活性の検討
A) 大腸菌発現系から精製したリコンビナントGSTタンパク質、GST-Prp18タンパク質を
SDS-PAGEで展開後、CBB染色により精製タンパク質を検出した。





















































































































































































































































































































































































































































+ + + +
+ +

























































































































































1 2 3 4 5 6
NP




































1 2 3 4 5 6 7 8



















































































1 2 3 4 5 6 7 8
GST (12 pmol) +

























































- - 0.4 4
+++-




















1 2 3 4
0.33
C
Figure 15 GST-Prp18のNPシャペロン活性の確認
GST-Prp18がNP-RNA複合体に含まれているか確認するため、ゲルシフトアッセイ後に
A) オートラジオグラフィー
B) 抗NP抗体を用いたウエスタンブロッティング法
C) 抗Prp18抗体を用いたウエスタンブロッティング法を行った。各バンドの位置は、相対
移動度を示す。
